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RESUMEN

Los extractos metanodlicos de las especies de macroalgas del Caribe Colombiano: Dictyota
bartayresiana, D. pulchella, Sargassum cymosum, Padina boergesenii, Laurencia microcladia, Digenia
simplex, Cladophyllum schnnetteri y Colpomenia sinuosa; se ensayan para determinar su actividad
antibacteriana in-vitro contra microorganismos patogenos: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
y Escherichia coli. Los ensayos de actividad antimicrobiana se llevan a cabo segin una
modificacion de la técnica de difusion en placas de agar, descrita por Bauer y Kirby. Las
especies que muestran actividad son: Dictyota bartayresiana, D. pulchella, Padina boergesenii y
Laurencia microcladia.
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ABSTRACT

Methanol extracts from eight Colombian Caribbean sea macroalgae: Dictyota bartayresiana,
Dictyota pulchella, Sargassum cymosum, Padina boergesenii, Laurencia microcladia, Digenia simplex,
Cladophyllum schnnetteri and Colpomenia sinuosa, are tested to determine its in vitro
antimicrobial activity against some pathogen microorganisms: Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus and Escherichia coli. The antimicrobial activity tests are carried out according to agar
diffusion technique described by Bauer and Kirby. Species that shown activity are Dictyota
bartayresiana, D. pulchella, Padina boergesenii and Laurencia microcladia.
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1. INTRODUCCION

Las macroalgas marinas tropicales han de-
mostrado ser una fuente natural rica en com-
puestos bioactivos con potencial biomédico,
particularmente para la produccién de antibié-
ticos y otras drogas. La actividad antimicrobia-
na se ha reportado ampliamente en las algas
marinas y en especies de varias partes del mun-
do como las zonas marinas del Mediterraneo,
India, China, Australia, Argentina y Canada. En
el caso particular de las algas del mar Caribe, se
reportd el estudio de la actividad antimicrobia-
na de mas de 150 especies de algas recolectadas
en Puerto Rico (1).

La produccién de metabolitos secundarios
bioactivos en algas marinas bénticas ha sido aso-
ciada principalmente con la proteccién contra

herbivoros (2-4).
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En el caso de las algas pardas, y muy espe-
cialmente las del orden Dictyotales, estas son
ricas en metabolitos tipo terpenoide. De este
orden, el género Dictyota ha sido el mis estu-
diado y hallevado al aislamiento de cerca de 125
diferentes diterpenos de 17 clases de esquele-
tos, de 18 especies recolectadas en todos los
océanos del mundo. El estudio del género Dic-
tyota comenzd hace aproximadamente 28 afios;
D. dichotoma es la especie que ha sido mis am-
pliamente estudiada. Esta especie contiene es-
pecialmente sustancias tipo diterpenoides, aun-
que se ha notado un amplio rango de variacio-
nes de sus constituyentes, dependiendo del tiem-
poy localizacién de la recoleccién (5). Los com-
ponentes aislados incluyen diterpenoides tipo
dolabelano con actividad contra microorganis-
mos patogenos (6), los acutiloles (vedse a ma-
nera de ejemplo la estructura del acutilol-A, en
la Figura 1), que son compuestos que mostra-
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Figura 1. Estructuras de varios metabolitos bioactivos aislados de Macroalgas marinas
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ron una fuerte actividad repelente contra diver-
sos predadores (7), varios diterpenos del tipo
guaiano, como el pachydictiol-A, dictiol-B, dic-
tiol-E y dictiol-H entre otros (Figura 1), los
cuales muestran fuerte actividad repelente con-
tra varios tipos de herbivoros. Ademads, el pa-
chydictiol-A mostré una mediana actividad an-
timicrobiana contra S. aureus (8).

El género Sargassum ha tenido un menor es-
tudio quimico, comparado con otros géneros,
pero adn asi, se ha reportado su actividad anti-
microbiana contra Gram- positivos y Gram-ne-
gativos. El alga parda Sargassum tortile produce
un alcohol diterpeno aciclico, el crinitol (Figu-
ra 1), el cual se aisl6 inicialmente de Cystoseira
crinita (Cystoseiraceae). Este compuesto mos-
tr6 una moderada actividad antimicrobiana con-
tra Bacillus subtilis y fue menos activo contra
Staphylococcus aureus. En este trabajo se encon-
tré que los dos antioxidantes comerciales BHA
y BHT, potencian la actividad de este compues-
to, disminuyendo su concentracién minima

inhibitoria (9).

El alga parda Padina boergesenii recolectada en
las costas de Tamil Nadu, India, y en diferentes
estaciones; mostrd una actividad antimicrobia-
na intermedia contra Xanthomonas oryzae pv.
Oryzae (10). De esta alga, la fraccién metandli-
ca fue la que presenté mayor actividad, y de esta
fraccién, la zona que revelaba con yodo a un Rf
de 0.44 fue la mas activa (11).

En el caso de las algas rojas, estas presentan
contenidos de esteroles que varfan entre el 14y
el 20% de su peso seco. El colesterol es el este-
rol mis distribuido en las algas rojas; ademas
estas se caracterizan por contener sustancias
terpenoides halogenadas, y muy especialmente
sesquiterpenos brominados. El género Lauren-
cia es nico, debido a su capacidad de producir
un amplia variedad de metabolitos secundarios
halogenados con diversas caracteristicas estruc-
turales dependiendo de las especies y las locali-
dades de recoleccion. En el género Laurencia se
ha reportado la produccién de terpenoides y

acetogeninas de tipos complejos, uno de los
metabolitos mis conocidos es el elatol (Figura
1), un sesquiterpenoide citotoxico, ictiotdxico,
insecticida y que repele la alimentacién de los
peces arrecifales. El iso-obtusol, (Figura 1) ais-
lado de L. obtusa, que también posee una po-
tente actividad antimicrobiana contra bacterias
marinas. De otras tres especies del género: L.
mariannensis, L. majuscula y L. nidifica; se aisla-
ron cuatro compuestos, que mostraron una
actividad antimicrobiana notable. También de
este género y mis especificamente de L. papi-
llosa, se aislaron dos compuestos aromaticos con
actividad antimaldrica, p-hidroxibenzaldehido y
p-hidroxibenzil alcohol (12-13). De la especie
L. majuscula se aislé un sesquiterpenoide, el
majapoleno-A, (Figura 1) el cual mostré activi-
dad en un ensayo de citotoxicidad contra lineas
celulares NCI-60 (14). También, de L. micro-
cladia se aisl6 un sesquiterpeno, el calenzanol,
(Figura 1), el cual posee un esqueleto que no
habfa sido descrito previamente, estableciéndose
asi, una nueva clase de sesquiterpeno con un
nuevo esqueleto, el calenzanano.

Aunque la funcién de estos metabolitos se-
cundarios no ha sido claramente descrita, se ha
sugerido que estos metabolitos les sirven a las
macroalgas que los contienen, como repelen-
tes contra los herbivoros marinos (15).

En las algas verdes, las familias Codiaceae,
Udoteaceae y Caulerpaceae, se sabe que pro-
ducen un grupo relacionado de sesquiterpenoi-
des y diterpenoides que exhiben una amplia bio-
actividad en ensayos farmacolégicos, aproxima-
damente 70 metabolitos secundarios aislados de
estas algas (16).

En general, la revisién bibliogrifica hecha
para el presente trabajo muestra que en las al-
gas, las sustancias antimicrobianas y con otras
actividades bioldgicas, son mecanismos de de-
fensa quimica contra sus predadores (17-21).

Hasta nuestro conocimiento, sélo existe un
trabajo sobre la actividad antimicrobiana de
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macroalgas marinas colombianas, donde se re-
portan los resultados del estudio de la actividad
contra microorganismos patégenos, de los ex-
tractos de diez especies de macroalgas del lito-
ral Atlantico: Halimenis opuntia, Ulva lactuca,
Geracilaria mamillaris, Agardhiela tenera, Caulerpa
racemosa, Penicillus capitatus, Penicillus pysiformis,
Geracilaria cilindrica, Caulerpa sertuloriodides ¢
Hypnea musciformis; de las cuales las tres alti-
mas especies mostraron actividad interesante,
a juicio de los autores, aunque no presentan
resultados cuantitativos (22).

En el afio de 1988, la institucién estadouni-
dense Harbor Branco Oceanographic Institu-
tion y la Universidad del Magdalena de Colom-
bia, realizaron una expedicién conjunta para
evaluar recursos marinos entre los que se con-
taban 100 especies de macroalgas del Caribe
Colombiano, realizando pruebas de actividad
bioldgica con los extractos contra diferentes cla-
ses de tumores, sida y hongos patégenos, sin
encontrar los resultados esperados por los in-
vestigadores (23).

A continuacién se presentan los resultados del
estudio de actividad antimicrobiana de ocho es-
pecies de macroalgas del Caribe Colombiano.

PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion de las especies

Las macroalgas pardas Dictyota bartayresii J.
V. Lamour, D. pulchella Hérning & Schnetter,
Padina boergesenii Allender & Kraft, , Colpomenia
sinuosa (Roth) Derbes & Solier, Sargassum
cymosum C. Agardh, Cladophyllum schnetteri
Bula-Meyer ,y las algas rojas Laurencia microcladia
Kiitz y Digenia simplex (Wiilten) C. Agardh, fue-
ron recolectadas en las Ensenadas de Bahia
Concha, Chengue y Chenguito, Parque Natu-
ral Nacional Tayrona (Departamento del
Magdalena) todas sobre la plataforma rocosa en
el intermareal.
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Durante el periodo comprendido entre Marzo—
Mayo del 2000, durante la estacién seca mayor,
cuando se establecen los vientos Alisios (finales de
diciembre-finales de abril) y en el mes de septiem-
bre, principios de la estaciéon himeda mayor.

Las macroalgas fueron lavadas varias veces
con agua dulce y limpiadas de la epibiosis para
evitar la contaminacién, posteriormente se se-
caron al aire y a la sombra, y se empacaron en
bolsas plisticas para ser enviadas al Laboratorio
de Productos Naturales Marinos, de la Univer-
sidad de Antioquia en Medellin.

Extracciéon

Las algas se secaron en estufa de conveccién
de aire, a 40°C por 8 horas y se molieron para
ser extraidas. El alga seca y molida se someti6 a
extraccién exhaustiva con metanol destilado. La
solucidn resultante se filtré y evapord a presion
reducida y baja temperatura por medio de un
rotacvaporador. El extracto asi obtenido, se en-
vasé en recipientes de vidrio adecuados y se
guard6 en congelador a —18°C, hasta su utiliza-
cién para los bioensayos y el estudio quimico.

Ensayo Bioldgico

A los extractos metanolicos se les realizé un
ensayo previo para probar su actividad antimi-
crobiana contra Staphylococcus aureus, Bacillus ce-
reus'y Escherichia coli (Gram-). De esta manera se
seleccionaron las especies de algas que debian ser
fraccionadas por cromatografia biodirigida con
el fin de aislar los compuestos bioactivos.

El ensayo biolégico se realizé utilizando la
metodologia descrita por Kirby-Bauer en 1996.
Como medio de cultivo se utiliz6 Agar nutriti-
vo. Los extractos y fracciones se impregnaron
en sensidiscos de papel Whatman N° 1 previa-
mente esterilizados, colocando 500 mg de ex-
tracto (disuelto en la mezcla etanol-agua 3:2)
por sensidisco. Como referencia se utilizaron
sensidiscos comerciales de gentamicina 10 mg.
Todos los ensayos se hicieron por triplicado, in-
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cubando a 37°C, y haciendo lecturas de halos
de inhibicién a las 24 y 48 horas.

Resultados

La Tabla 1 resume los resultados obtenidos
en los ensayos de actividad antimicrobiana de

las especies estudiadas. De acuerdo con estos
resultados, de las ochos especies de microalgas
analizadas en este trabajo, cuatro mostraron ac-
tividad contra por lo menos un microorganis-
mo Gram-positivo, pero ninguna fue activa con-
tra el microorganismo Gram-negativo E. coli.

Tabla 1. Resultados de los ensayos de actividad antimicrobiana de los extractos crudos orgini-
cos de ocho macroalgas sobre tres diferentes bacterias

Especie Zona de inhibicién (mm)
Staphylococcus aureus Bacillus cereus Escherichia coli
Colpomenia sinuosa 0.0 0.0 0.0
Dictyota bartareysiana 9.8+0.09 11.0+£0.14 0.0
Dictyota pulchella 10.0 £ 0.07 10.0£0.03 0.0
Padina boergesenii 0.0 9.0£0.09 0.0
Sargassum cymosum 0.0 0.0 0.0
Cladophyllum schnetterii 0.0 0.0 0.0
Digenia simples 0.0 0.0 0.0
Laurencia microcladia 11.1 £ 0.06 0.0 0.0
Gentamicina (Referencia) 27.3+0.52 29.1 £0.26 11.0 £ 0.06

a. Didmetro de la zona de inhibicién, incluyendo el disco de 6 mm, (promedio * error estindar de tres réplicas). En ninguno de los
ensayos de control se observd la formacién del halo de inhibicién, siempre se obtuvieron valores de 0.

Las algas pardas D. bartayresiana y D. pulche-
lla, mostraron actividad muy similar (halos de
inhibicién que oscilan en el rango de 9.8 11.0
mm), contra los microorganismos Gram-posi-
tivos S.aureus y B. cereus. La actividad contra S.
aureus ya habia sido reportada por Ballantine en
varias especies del género Dyctiota recolectadas
en Puerto Rico, como (D. bartayresii Lamour,
D. cervicornis K?tz, D. ciliolata K?tz, D. divaricata
Lamour y D. Linearis Lamour), sin embargo esta
es la primera vez que se reporta contra B. cereus.

El alga parda P boergesenii mostré actividad
contra B. cereus, pero resultd inactiva contra S.
aureus. Sin embargo la especie P gymnospora
(K?tz.) Sond. de Puerto Rico, fue reportada

como inactiva contra S. aureus, y otros micro-
organismos ensayados.

Los resultados de inactividad de las especies
Colpomenia sinuosa, Digenia simplex, y Sargassum
cymosum, estan de acuerdo con lo reportado para
las mismas especies de Puerto Rico, las cuales
fueron ensayadas contra Bacillus subtilis, Pseu-
domonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Candida albicans.

Por su parte, el alga roja L. microcladia mos-
tré actividad solo contra S. aureus. Este resulta-
do concuerda con lo reportado para el alga por-
torriquena Laurencia sp., que ademids es activa
contra B. subtilis.
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Estos resultados muestran que de las especies
colombianas estudiadas en el presente trabajo,
las algas pardas de la familia Dictyotaceae (D.
bartareysiana, D. pulchella y P. boergesenii) presen-
tan actividad contra las bacterias Gram-positivas
ensayadas. Por otro lado, al comparar con estu-
dios similares, como es el caso del trabajo de Ba-
llantine y col. en Puerto Rico, con algas del Ca-
ribe Puertorriquefio; se encuentra también que
la mayoria de las especies de macroalgas analiza-
das en dicho trabajo, son especialmente activas
contra microorganismos Gram-posItivos.

Se observa que las sustancias activas presen-
tes en los extractos tienen en general un espec-
tro de actividad reducido, puesto que actuaron
sOlo contra las bacterias Gram-positivas. La
mayor susceptibilidad de las bacterias Gram-
positivas hacia los extractos algales activos, ha
sido encontrada en regiones tropicales y
subtropicales (25-27). Esta diferencia de sensi-
bilidad entre las bacterias Gram- positivas y las
bacterias Gram-negativas, es presumiblemente
debida a la naturaleza quimica de los extractos
(25, 26). Sin embargo se ha encontrado que las
fracciones de algunos extractos crudos algales
presentan actividad contra bacterias Gram-ne-
gativas. Esto puede deberse a que los metabolitos
secundarios responsables quedaron enmascara-
dos en los extractos crudos (27, 28).

El hecho de que las macroalgas del género
Dyctiota analizadas en este trabajo, y otras espe-
cies del mismo género del Caribe Puertorrique-
o, no hayan mostrado actividad, sugiere a jui-
cio de otros autores que existen factores que
pueden afectar la bioactividad de las algas, tales
como el estado reproductivo, su localizacién
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